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BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND 





Bescheinigung 



Die Gesellschaft fur Biotechnologische Forschung mbH (GBF) in Braunschweig/ 
Deutschland hat eine Patentanmeldung unter der Bezeichnung 

"Epthilon E und F" 

am 25. Februar 1997 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprungli- 
chen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig die Symbole 
C 07 D, C 12 P und A 61 K der International Patentklassifikation erhalten. 



Munchen, den 17. August 1999 
Deutsches Patent- und Markenamt 



Der President 



Im Auftrag 



Aktenzeichen: 197 07 506.1 



Epolhilon E und F 



ProdukUonsstamm : 

Der Produktionsstamm Sorcmgium cellulosum So ce90 wurde im Ju!i 1985 an der GBF aus einer 
Bodenprobe von den Ufcrn des Zambesi isoliert und am 28.10.91 bei der Deutschen Sammlung 
fllr Mikroorganismen unter Nr. DSM 677 3 hinterlegt. 

Die Charakterisierung des Produzenten sowie die Kulturbedingungen sind beschrieben in: 
Ht>fle> G.; N. Bedorf, IC Gerth & //. Reichenbach: Epothilone, deren Herstellungsverfahren 
sowie sie enthaltende Mittel. DE 41 38042 Al, offengelegt am 27. Mai 1993. 

Bildung der Epothilone E und E wahrend der Fermentation: 

Eine typische Fermentation verl&uft folgendermaBen: Ein 100 1 Bioreaktor wird mit 60 1 Medium 
(0,8 % Stftrke; 0,2 % Glucose; 0,2 % Soyamehl; 0,2 % Hefeextrakt; 0,1 % CaCl 2 x 2 H 2 0; 0,1 
% MgS0 4 x 7 O; 8 mg/1 FeEDTA; pH 7,4) gefiiUt. Zusatzlich werden 2 % Adsorber- 
harz (XAD-16, Rohm und Haas) zugegeben. Das Medium wird durch Autoklavieren (2 Std., 120 
°C) sterilisiert. Beimpft wird mit 10 1 einer im gleichen Medium (zusatzlich 50 mM HEPES- 
Puffer pH 7,4) in Schtittelkolben angezogenen Vorkultur (160 Upm, 30 °C). Fermentiert wird 
bei 32 °C mit einer Ruhrergeschwindigkeit von 500 Upm und einer Beluftung von 0,2 Nl pro m 3 
und Std, der pH Wert wird durch Zugabe von KOH bei 7,4 gehalten. Die Fermentation dauert 7- 
10 Tage. Die gebildeten Epothilone werden w&hrend der Fermentation kontinuierlich an das 
Adsorberharz gebunden. Nach Abtrennen der Kulturbrfihe (z.B. durch Absieben in einem 
ProzeQfilter) wird das Harz mit 3 Bettvolumen Wasser gewaschen und mit 4 Bettvolumen 
Methanol eluiert. DasEluat wird zur Trockne eingeengt und in 700 ml Methanol aufgenommen. 

HPLC-Analyse des XAD-EIuates: 

Gegenuber dem Ausgangsvolumen des Rcaktors (70 1) ist das Eluat 100 : 1 konzentriert. 

Die Analyse wird durchgefiihrt mit einer HPLC Anlage 1090 der Fa. Hewlett Packard. 

Zur Trennung der Inhaltstoffe wird eine Microbore Saule (125/2 Nucleosil 120-5 C lg ) der Fa. 

Machery-Nagel (Duren) verwendet. Eluiert wird mit einem Gradienten aus Wasser / Acetonitril 

von an&nglich 75 : 25 bis zu 50 : 50 nach 5,5 Minuten. Dieses Verhaltnis wird bis zur 7. Minute 

gehalten, urn dann bis zur 10. Minute auf 100 % Acetonitril anzusteigen. 

Gcmessen wird bei einer Wellenlange von 250 nm und einer Bandbreite von 4 nm. Die 

Die Dioden Array Spektren werden im Wellenlangenbereich von 200 - 400 nm gemessen. 

Im XAD-Eluat fallen 2 neue Substanzen mit R, 5,29 und 5,91 auf, dercn Absorptions- 

spektren mit denen von Epothiloncn A bzw. B identisch sind ( Abb. 1 ; E entspricht A, F 

entspricht B). Diese Substanzen werden unter den gegebenen Femientationsbedingungen nur in 

Spuren gebildet. 

Biotransformation von Epothilon A und B zu Epothilon E und F: 

Fur die gezielte Biotransformation wird eine 4 Tage alte, mit Adsorberharz gehaltene 500 ml 
Kultur von So ce90 verwendet. Von dieser werden 250 ml unter Zuaicklassen des XAD in einen 
sterilen 1 1 Erlenmeyerkolben iiberfuhrt. Danach wird eine methanolische Lsg. einer Mischung 
von insgesamt 50 mg Epothilon A + B zugegeben und der Kolben fiir 2 Tage bei 30 °C und 200 
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Upro auf einer Schiitteltruhe inkubiert. Die Bildung der Eoorhilnnr f ,,„^ n ^. , 
pi de S zentrifugiertcn Kulturtlberstand anaJysiert (Abb 2) n£ ul™ J^^f** 1 * 10 
Gcgcnwan der ZeDen und ist abhangig von der^^n ^£^^3,^ 
der Urawandlung ist fiir Epothilon A in Abb. 3 d argcstellL ^ KmCt * 
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Isolierung von Epothilon E und F 

Zur Isolierung von Epothilon E und F werden 3 SchUttelkolbenansatze aus der Biotransforma- 
tion (s.o.) vereinigt und I h mit 20 ml XAD-16 geschurtelt. Das XAD wird durch Absieben 
gewonnen und mit 200 ml Methanol eluiert. Das Eluat wird i.Vak. zu 1.7 g Rohextrakt einge- 
dampft. Dieser wird zwischen 30 ml Ethylacctat und 100 ml Wasser verteilt. Aus der Ethyl- 
acetatphasc werden beim Eindampfen i.Vak. 330 mg eines Oligen RUckstandes erhalten. die in 
5 Liiufen fiber eine 250 x 20 mm RP-18 Saule chromatographiert werden (Laufmittel: Metha- 
nol/Wasser 58:42, Detektion 254 nm). 
Ausbeute: Epothilon E 50 mg 

F 10 mg 



Biologische Wirkung von Epothilon Ei 

In Zeilkulturen wurde die Konzcntration bcstimmt, welche das Wachstum urn 50% reduziert 
(IC M ) und mit den Werten fiir Epothilon A verglichen. reauaert 

Epothilnn F E D orhiin n A 

HeLa.KB-3.1 (human) 5 j 

Mausfibroblaaten, L929 20 4. 



- 4 - 



EPOTHILON E 

C 26 II, 9 N0 7 S [509] 

EST-MS: (positiv Ionen): 510.3 fllr [M+H]* 
DC: R f =0,58 

DC-Alufolie 60 F 254 Merck. Laufmittel: Dichlonnethan/Methnaol = 9: 1 
Detektion: UV-Ldschung bei 254 nm. Anspriihen mit Vanillin-Schwefelsaure-Reagenz, 
blau-graue Anfarbung beim Erhitzen auf 120 °C. 

HPLC: R, - 5,0 min 

Saule: Nucleosil 100 C-18 7um, 250x4 mm 
Laufmittel: Methanol/Wasser = 60:40 
FluB: 1.2 ml/tain 
Detektion: Diodenarray 

'H-NMR (300 MHz, CDC1 3 ): 6 = 2.38 (2-IIJ, 2.51 (2-H b ), 4. 17 (3-H), 319 (6-H), 
, , 3.74 (7-H), 1.30- 1.70(8-1-1, 9-H 2 , 10-H 2 , 11-H 2 ), 2.89 (12-H), 3.00 (1 3-H), 1 .88 (14-H„), 2.07 
(14-TU 5.40 (15-H), 6.57 (17-H), 7.08 (19-H), 4.85 (21-H 2 ), 1.05 (22-H 3 ). 1.32 (23-TI,)'. 1.17 
(24-HO, 0.97 (25-H 3 ), 2.04 (27-H,) 



EPOTHILON F 

C 27 H 4I N0 7 S [523] 

ESI-MS: (positiv Ionen): 524.5 fllr [M+H] + 
DC: R f =0,58 

DC-Alufolie 60 F 254 Merck. Laufmittel: Dichlbrmethan/Methanol = 9: 1 
Detektion: UV-Ldschung bci 254 nm. Anspriihen mit Vanillin-Schwefelsaurc-Reagen/:, 
blau-graue Anfarbung beim Erhiteen auf 1 20 °C. 

HPLC: R, - 5.4 min 

Saule: Nucleosil 100 C-18 7um, 250x4 mm 
I.aulmiUel: Methanol/Wasser = 60:40 
FluB: I,2ml/min 
Detektion: Diodenarray 

'H-NMR (300 MHz, CDC1 3 ): 6 = 2.37 (2-H a ), 2.52 (2-H b ), 4.20 (3-H), 3.27 (6-II), 3.74 
(7-H), 1.30- 1.70(8-H,9-H 2 , 10-II 2 , ll-H 2 ), 2.78 (13-H), 1.91 (14-H a ), 2.06 (14-H„). 
5.42(15-11), 6.58 (17-H), 7.10 (19-H), 4.89 (21-H,), 1.05 (22-H,), 1.26(23-11,), 1.14 
(24-HO, 0.98 (25-H,), 1.35 (26-H,), 2.06 (27-TI/). 




Epothilon E R = H 




Epothiton F R = CH 3 



Abb. 1 1IPLC Analyse eines XAD Eluates am Ende einer Fermentation. 
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Abb. 2 Anreicherung von Epothilon E und F in einer Fermentationsbrtihe nach Zufutterung 
Gemischcs aus Epothilon A und B, anaiysiert nach 48 Stunden lnkubatiori. 
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